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の作製方法と抗腫蕩効果に関する研究
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(高値)羽倉 明 教授演岡利之教授
論文内容の要旨
マウスとその同系移植腫蕩の系において，浜岡ら (1979) は，ハプテンで免疫したマウスにハプテン
化腫蕩細胞を免疫する乙とによって同系腫蕩に対する特異的抗腫蕩免疫を誘導する乙とに成功した。
呉 (1981) ， 上回ら( 19.84 )は，乙のプロトコールに従い，ハプテンの代わりにワクチニアウイノレス
(vv) を用いても明確な抗腫蕩免疫が誘導される乙とを見い出した。さらに若宮ら (1986) は，ワク
チン作製上s ウイノレスについて検討し，紫外線不活化VV(UV-VV) でも生VV と同様の効果がある
乙とを見い出した。乙れらの実験で我々は細胞致死量X線を照射し，ワクチンとして用いているが，
Wa 1 ack ら (1986) は，メラノーマ患者fC. VV感染メラノーマ細胞破壊産物を超音波で処理し乙れを
ワクチンとして用いて良い成績をあげているo そ乙で本研究はVV修飾腫蕩細胞ワクチン作製時の，腫蕩
細胞処理の条件について検討するため，上記プロトコーノレにおいて~X線照射したもの，超音波にて処理
したもの，パラホノレムアノレデヒドにて固定したもの，膜分画のみ精製したものを用いて免疫し，それらの
抗腫虜効果を比較検討した。
〔方法)
実験動物及び腫蕩: C3H/包eN マウス (5-8 週令， 平)を用いた。同系可移植腫蕩としてC3fV
He 由来の X5563 骨髄腫及びC3H由来のMH134 肝癌を用いた。
ウイルス:ワクチニアウイノレス池田株をHeLa 細胞に感染させ Jokl ik らの庶糖密度勾配遠心法に準
じて精製した (VV) 。またVVを紫外線照射にて不活化した (UV-VV) 。
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UV-VV吸着腫蕩細胞ワクチン (UV-VV TCV) の作製:腫蕩細胞にMO 1 (mul tjpl icｭ
i t Y 0 f i n f e c t i on)10 相当のUV-VVを 2 時間吸着させ，細胞致死量X線照射した。
VV感染腫虜細胞破壊産物ワクチン (VOV) の作製: Wa llack らの方法に従い，腫蕩細胞にMOI
10 でVVを感染させ， 2 4 時間培養し，その感染破壊産物を集めて超音波処理した。
UV-VV吸着腫蕩細胞パラホルムアノレデヒド固定ワクチン (PF TCV) の作製 :UV-VV T 
CVのX線照射のかわりに 2%パラホルムアルデヒドで 1 時間 (PF TCV(lh) ，あるいは 3 ヶ月
(PF TCV(3m)) 固定した。
UV-VV吸着腫蕩細胞膜分画ワクチン (UV-VV Mfr )の作製:腫虜細胞に UV-VV を
4 時間吸着し，その後，ホモジネートし 糖密度勾配遠心法にて膜分画を精製した。また無処
理の腫蕩細胞膜分画 (Mf r) と UV-VVの混合物 (UV-VV+Mfr) もワクチンとして用いた。
7 免疫方法と腫蕩細胞の攻撃接種:マウスに 150rads X線照射と 10'PFU(Plaque Forming. 
Uni t )相当のUV-VVを腹腔内接種した(プライミング)。乙の 3週間後から種々のワクチンを 1 週
間毎~C:: 3 回免疫し，さらに 1 週間後に種々の細胞数の腫湯細胞を腹腔内接種し， 5 0%腫蕩死をもたらす
攻撃腫蕩細胞数( T L D ，..，，)を算定した。50 
〔成績〕
未処理群のTLD と免疫群のTLD の比でワクチンの効果を比較した。 MH 134 においては， U50 '-_.ILJ/.x.'UTV_' .L J_J .L/ 50 
6.0 V-VV TCVで 10 v.v. VO Vで 4.9 T"¥ 1.'1 rn r"' 'T T / 1 L '¥. --r.: . f"¥ 5.9 
, V V' v'-10 ・， PF TCV(lh) て 1 0 v.~ P F T C V ( 3 m )で
10 5.3, UV-VV Mf r で 10 4.1， M f r で 10 0 .3 ， UV-VV+Mfr で 10 3 .9 であった。
6.0 TT ﾎ'¥ TT~ . r¥ 3.9 T"¥ 1.'1 rn" 'TT ( 1 l.. ¥ -:?':_ -1 A 5.9 X5563 においては， UV-VV TCVで 10 v .v， VOVで 10 v.v, P F T C V ( 1 h )で 10v.~ 
4.4 T T H H H 1¥ K.c _ -= 1 (¥ 3.8 1¥ K .c_ -= 1 (¥ 2.0 P F TC V (3m) で 1 0 "T."T , U V -V V M f r で 10 V.U , Mf r て 10 ú.v , U V -V V + M f r で
4.0 10 であった。
乙れらの乙とから， UV-VV TCV , PF TCV(lh) が， P F T C V (3m), V 0 V, U 
V-VV Mf r ~C::比し，抗腫蕩効果の強い乙とがわかった。
また， UV-VV Mfr と UV-VV+Mfr は，ほぼ同等の効果があった。
〔総括〕
UV-VV TCVや PF TCV(lh)では，細胞構造がほぼ完全に保存されている。乙れらのワク
チンが最も効果的であった乙とは，腫蕩関連移植抗原 (TATA) とウイノレス抗原が，無傷な細胞膜上lζ
共存する状態が，抗腫虜免疫を誘導するのに有利に働く乙とが示唆された。
次に細胞構造を保たないワクチンにおいては， VV感染腫虜細胞全体のホモジネートである VOV と，
UV-VV吸着腫蕩細胞の膜分画であるUV-VV Mfr とがほぼ同等の抗腫場効果があったととから
ワクチンの主たる有効分画は膜分画にある乙とが示唆された。
また，未処理の腫蕩細胞膜分画と UV-VVの単なる混合である UV-VV+Mf r と UV-VV M 
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fr とが，同等の抗腫蕩効果があった乙とから， UV-VVは無傷の腫蕩細胞膜のみならず，精製された
細胞膜分画にも F 作用し，抗腫虜効果を発揮させ得る乙とがわかった。
論文の審査結果の要旨
ワクチニアウイノレスで、腫湯細胞の表面を修飾し，乙れを免疫原として用いる乙とによって，腫蕩細胞に
対する免疫を誘導する研究が，微生物病研究所感染病理学部門で行われてきた。
乙れの臨床応用を考えて行われた本研究は， C3H/HeNマウスと X5 5 6 3, MH 134 腫蕩細胞の組み
合わせからなるマウス同系腫蕩モデル系を用いて，免疫原としてのワクチニアウイノレス修飾腫蕩細胞がい
かなる条件下にある時に安全性と有効性が確保できるかを検討した研究であって，紫外線不活化ワクチニ
アウイノレスで、腫蕩細胞を修飾した場合，有効な免疫原性は細胞膜分画にあり，細胞構造が保存されている
場合に最も有効に抗腫蕩免疫が誘導される乙とを明らかにしたものである。今後，腫蕩iと対する免疫療法
の研究に寄与するところは大きく，学位論文に値するものと考える。
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